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核酸与有机小分子反应机理的荧光特性研究
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摘 � 要 � 核酸与有机小分子的反应机理对认识核酸的结构与功能具有重要作用, 也是揭示核酸的生物功能

与一些药物的作用机制的重要途径。研究核酸与有机小分子之间的相互作用对生命过程的模拟和生命本质

的探索具有十分重要的意义, 并对近年来该领域采用的荧光光谱法进行了综述, 从温度、双分子猝灭过程的

速率常数、荧光寿命以及吸收光谱的变化等方面作了论述, 从而确定了核酸与有机小分子 (染料和药物)之

间相互作用的荧光猝灭类型; 总结了结合常数、荧光给体�受体间的作用距离、作用力类型及结合方式的多

种求算方法, 并分别阐述了核酸与染料及药物在不同结合数下生成常数的计算方法。这对研究核酸与有机

小分子之间的作用机理、开发新的核酸探针以及以核酸为靶标的药物分子的设计有一定的指导意义。
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引 � 言

� � 近年来, 核酸与有机小分子间相互作用的研究成为研究

者所关注的焦点, 有机小分子主要包括染料和药物等。核酸

与染料反应的研究主要是从核酸的检测深化而来的。利用有

机小分子(溴化乙锭、臧红 T 等)作为光谱探针测定核酸, 是

核酸测定的主要方法。利用不同染料对核酸的响应程度不

同, 许金钩等建立了耐尔蓝[ 1] 和甲基蓝[ 2] 测定 DN A 的荧光

猝灭法。Brig ht利用 D NA 对亚德里亚霉素和光神霉素的荧

光增强作用建立了测定淋巴细胞中 DN A 的方法[ 3] 。通过药

物与核酸的相互作用使探针的荧光光谱发生改变, 可以了解

二者的相互作用机理[4] 。荧光光谱法是研究核酸与有机小分

子相互作用机理的主要手段。一些有机小分子可与核酸等生

物大分子结合且其光谱呈现出能量转移特征, 即发生荧光的

加强或猝灭。从这种现象可以得到许多信息, 特别是可用来

测定生物大分子与某些基团之间的距离, 因此常被称为� 光

谱尺 [ 5�7]。溴化乙锭( EB)是应用最早的荧光探针, 被广泛应

用于核酸与有机小分子的相互作用研究和抗癌药物的筛

选[8�10] , 常作为其他有机染料与核酸作用机理的研究基

础[11�13] 。

1 � 利用荧光猝灭确定核酸与有机小分子的作
用类型

� � 外加分子与荧光体分子相互作用引起荧光强度降低的现

象称为荧光猝灭。荧光猝灭作用分为动态猝灭和静态猝灭两

类; 动态猝灭与静态猝灭可以通过以下几个方面来确定。

1� 1 � 温度的影响
动态猝灭是猝灭剂和荧光体的激发态分子之间的相互作

用过程, 依赖于扩散运动。温度升高, 扩散运动加快, 扩散

系数增大, 因此, 双分子动态猝灭常数增大。根据 Stern�

V o lmer 方程[ 14�16]

F0 / F = 1+ K SV cQ = 1 + K q�0 cQ ( 1)

其中, F0 为未加入猝灭剂时荧光体的荧光强度, F 为猝灭剂

浓度为 cQ 时的荧光强度, K SV 为Ster n�Vo lmer 猝灭常数, K q

为双分子动态猝灭过程的速率常数, �0 为猝灭剂不存在时荧

光体的寿命。以(F0 / F)
- 1对 cQ 作图, 得到荧光猝灭的 Stern�

V o lmer 图, 从中可以看出, 曲线斜率随温度的增加而减小,

即随着温度的升高, 动态猝灭速率常数将增大。

静态猝灭是猝灭剂和荧光体分子在基态生成不发光的配

合物, 从而导致荧光体荧光强度降低的过程。温度升高, 配

合物的稳定性下降, 静态猝灭常数减小[ 16] 。

1� 2 � 双分子猝灭过程的速率常数的影响



从荧光猝灭的 Ster n�V olmer 图中猝灭曲线的斜率可求

得猝灭常数 K q。各类猝灭剂对生物大分子最大扩散控制的

碰撞猝灭常数为 2� 0! 1010 L ∀ mol- 1 ∀ s- 1 , 如果 K q 远远大

于2� 0 ! 1010 L ∀ mol- 1 ∀ s- 1 , 则证实此猝灭不是由动态碰撞

引起的, 而是猝灭剂与荧光体形成的复合物所引起的静态猝

灭[17] 。

1� 3 � 荧光寿命的影响

� � 荧光猝灭类型是静态猝灭时, 猝灭剂的存在不会改变荧

光体激发态的寿命; 动态猝灭中, 猝灭剂的存在会使荧光体

寿命缩短, 荧光量子产率降低。这是区分静态猝灭与动态猝

灭的最确切方法[18]。

1� 4 � 吸收光谱的变化

动态猝灭只影响到荧光分子的激发态, 并不会改变荧光

物质的吸收光谱。静态猝灭中基态配合物的生成会引起荧光

物质吸收光谱的改变。因此, 根据荧光体吸收光谱是否发生

改变也可以判断荧光猝灭的类型[16] 。

2 � 结合常数的测定

� � 荧光强度、猝灭剂浓度与静态猝灭结合常数( K L B ) [ 19�21]

符合 L inew eaver�Burk 双倒数函数关系

( F0 - F) - 1 = F- 1
0 + L- 1

L BF
- 1
0 c- 1

Q (2)

根据 L inew eaver�Burk 双倒数图中直线的截距和斜率可以求

得 K LB。

3 � 荧光给体�受体间作用距离的求取

� � 根据福斯特能量转移[22] 理论, 荧光体与猝灭剂之间的

能量转移效率(E)和两者之间的距离( r )以及 E 为 50% 时对

应的临界距离(R0 )的关系为

E = R6
0 / ( R6

0 + r6 ) (3)

其中 R0 可表示为

R6
0 = 8� 8 ! 10- 25 K 2 N - 4�J (4)

J = # F( )!( ) 4∀ / # F(  )∀ (5)

能量转移效率 E 又可由下式测定

E = 1- F/ F0 (6)

� � F 和F 0 分别为能量接受体存在和不存在时能量给予体

的荧光发射强度。综合( 3) ~ ( 6)式可知, 只要得到 E, K 2 (偶

极空间的取向因子)、N (介质的折射指数)、�(给体的光量子

产率)和 J (给体的荧光发射光谱与受体的吸收光谱的重叠积

分) , 就可以计算出 R0 和 r。

能量转移效率的大小与药剂对生物大分子的影响、两者

间的作用强度有直接关系, 因而 E 和 r 这两个参数的求取对

药剂功能的研究有参考价值[5] 。能量转移技术也可用于

DN A 点突变的探测、跟踪记录分子结构的动态变化, 从而为

反应机理的研究提供大量宝贵信息[23, 24]。

4 � 作用力类型的确定

� � 核酸与有机小分子之间的作用力主要包括氢键、范德华

力、静电引力和疏水作用力等。根据反应前后热力学焓变

∀H 和熵变 ∀S 的相对大小, 可以判断二者的相互作用力类

型。当 ∀H > 0, ∀S > 0时, 此过程为吸热反应, 二者之间的

作用力主要是疏水作用力[ 25, 26] ; 当 ∀H < 0, ∀S> 0 时, 此过

程为放热反应, 二者之间的作用力主要是静电引力[ 27] ; 当

∀H < 0, ∀S< 0 时, 此过程为吸热反应, 二者之间的作用力

主要是氢键和范德华引力[28] 。R oss[ 29] 等也认为疏水作用力

对体系的 ∀H 和 ∀S 产生正的贡献, 氢键或者范德华力使

∀H 和 ∀S 变负, 静电作用力使 ∀H ∃ 0, ∀S> 0。

此外, 在水溶液中, 无论是生物大分子还是有机小分子

都是溶剂化的, 水分子以及其他共存离子的存在对体系的自

由度会产生一定影响。因此, 对于实际体系, 其宏观表现是

这几种力协同作用的结果[ 30] 。

5 � 结合方式的探讨

� � 有机小分子与核酸的结合方式与二者的分子结构、分子
构象及电子云分布密切相关[31] , 其结合区位于核酸的碱基、

磷酸骨架以及戊糖环部分, 结合模式归纳起来大致可分为非

共价结合(包括静电、嵌插和沟槽结合)、共价结合、剪切作

用和长距组装[ 32] 。

阴离子猝灭剂可使有机小分子的荧光猝灭, 其猝灭程度

可通过 Ster n�Vo lmer 猝灭常数 K SV的大小来衡量。当有机小

分子与核酸发生结合反应后, 通过阴离子猝灭剂对该有机小

分子荧光猝灭的 K SV 的变化可推断该有机小分子与核酸的作

用方式。在核酸存在的情况下, 如果 K SV 减小, 表明有机小

分子与核酸的结合是嵌入式[ 33] ; 如果 K SV增大, 则表明有机

小分子与核酸的结合是沟槽式[34]。这是因为, DN A 的磷酸

骨架带有负电荷, 对阴离子猝灭剂有强烈的排斥作用, 当有

机小分子嵌入到 DN A 的碱基对中时, 可以受到有效的保护

而使其猝灭程度减小; 当有机小分子与 DN A 发生沟槽结合

时, 有机小分子作用于 D NA 的大沟或小沟上, 暴露在溶剂

分子中, 因而得不到 DN A 的保护, 更容易受到阴离子猝灭

剂的进攻[ 33, 35] 。

有机小分子与核酸作用后荧光偏振的变化情况也是判断

有机小分子是否与核酸发生嵌插作用的又一标准[36] 。通常,

当有机小分子嵌插到碱基中时, 其转动受阻, 荧光偏振值会

随之变大, 仅与磷酸根作用或仅产生沟槽键合不会引起荧光

偏振值的增大[ 37] 。文献[ 38]利用荧光偏振方法研究了小分

子与 DN A之间的相互作用, 小分子的荧光偏振随着 DN A

浓度的增加而增大, 由此推断小分子与 DN A 发生了嵌插作

用。

6 � 核酸与有机小分子不同结合数下的生成常
数

� � 在静态猝灭作用中 , 荧光强度与猝灭剂的关系可由荧光

- 猝灭剂之间的结合常数表达式推导求出[ 39] 。设生物大分

子有 n个相同且独立的结合位置, 则有

nA + B A nB ( 7)
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其生成常数 K 为

K = [ A nB ] / [ A ] n [ B] (8)

( 8)式中[ A ]是猝灭剂浓度, [B]是游离核酸浓度, [ A nB ]是

配合物浓度。若荧光体总浓度是[ B0 ] , 则 [ A nB ] = [ B0 ] -

[ B]。

在静态猝灭中, 荧光体的荧光强度与其游离浓度成正比

[ B] / [ B0] = F/ F0 (9)

合并( 8)和( 9)式可得

log (F0 - F) / F = logK + nlog [ A ] ( 10)

� � 以 lo g( F0 - F) / F 对 log [ A ]作图, 通过斜率和截距可求

得有机小分子与核酸的结合常数 K 及结合位点数 n。文献

[ 30]通过此法对吗啡与核酸之间的相互作用进行了光谱学研

究, 结果与其他方法吻合。

7 � 结束语

� � 核酸与有机小分子化合物作用的形式和位点影响了核酸

的生理和物理化学性质 , 改变了核酸的转移和复制, 研究核

酸与有机小分子之间反应机理的荧光特性对药物等小分子的

作用机理以及以核酸为靶标的药物分子的设计有一定的指导

意义。随着基因组学的研究深入, 越来越多的有机小分子与

核酸之间的相互作用被研究并应用于核酸的分析检测, 新的

染料探针、新的药物和有机试剂也被应用于 DN A 结构与性

质的分析之中。尽管这方面的研究已经取得了一定的成果,

但仍有许多问题尚待解决。生物学、医学、物理学及信息学

等学科间的相互融合将会促进该领域的深入发展。
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Fluorescence Research on Reaction Mechanism of Nucleic Acid with Small

Organic Molecules

ZHA N G N uo, WU Dan, H A N Yan�yan, CA I Y an�y an, L I Ru, ZH A O Y an�fang , W EI Qin*

Shando ng P rov incial Key L aborat ory o f F luor ine Chemist ry and Chemical M ater ials, Scho ol o f Chemistry and Chemical

Eng ineer ing, U niver sity o f Jinan, Ji% nan� 250022, China

Abstract � T he inter action mechanism of nucleic acid w ith small or ganic mo lecules plays an impo rtant ro le in the r eco gnition o f the

st ruct ur e and functio n o f nucleic acids, w hich can also reveal the bio lo gical functio n o f nucleic acids and the mechanism o f some

dr ug s. R esear ch on the inter act ion betw een nucleic acid and small o rg anic mo lecules play s an impo rtant pa rt in simulating the life

pr ocess and ex plo ring the essence o f life. In t he present art icle, det ailed descriptio n o f the fluor escence spectr oscopy research

met ho ds used in this field is presented. T he fluor escence quenching ty pes o f the int eractio n betw een nucleic acid and small o rg an�
ic molecules( including dyes and drugs) a re discussed. T here ar e many facto rs influencing t he fluo rescence quenching ty pe, inclu�

ding t he temperature, the rate constant of bimolecular quenching pr ocess, the fluorescence lifetime, changes o f the absor pt ion

spectra and so on. So accor ding to different affect ing factors, t he fluo rescence quenching type can be deter mined based on co rre�

sponding theor ies. M any diff er ent kinds of calculation metho ds are also summar ized, including the calculatio ns of the binding

co nstant, t he distance between fluo rescence do no r and r ecepto r, the interactio n for ce type and t he binding mode of nucleic acid

with small o rg anic mo lecules. F ur thermor e, the for matio n constant of nucleic acid w ith small o rg anic molecules is studied w ith

differ ent binding numbers. T hese conclusions have g uiding significance for studying the interactio n betw een nucleic acid and

small o rg anic molecules. T hese r esults can also pro vide g uidance fo r the dev elo pment o f new nucleic acid pro be, and the design of

new dr ug molecules, of w hich nucleic acid is the import ant ta rget.

Keywords� M ucleic acid; Small o rg anic mo lecules; Reactio n mechanism; F luor escence spect roscopy
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